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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 
© Vorrichtung und Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nukleinsauren 

(§) Es wird ein Verfahren beschrieben zur Isolierung und 
Reinigung von Nukleinsauren aus Zellen oder anderen 
Quellen, wobei 

a) die Nukjeinsauren enthaltenden Zellen aufgeschlossen 
und die Zelltrummer entfernt werden oder sonstige nuklein- 
saurehaltige Proben mit Anipnj^austauschem^ behandelt 
warden, und zwar in Puff erlosun gen mit geringer lonenstar- 
ke, 

b) danach die Nukleinsauren mit einem Puffer hoher lonen- 
starke von dem Anionenaustauscher descrbiert werden urn 
danach 

c) im Puffer hoher lonenstarke mit einem mineralischen 
Tragermateriel behandelt zu werden unter Adsorption der 
Nukleinsaure an die Obertlache der mineralischen Trager- 
stoffe, woraufhin 

d) eine Desorption der Nukleinsaure mit Wasser oder einer 
Pufferlosung mit geringer lonenstarke erfolgt. 
Die Vorrichtung zur Durchfuhrung des erfindungsgemaSen 
Verfahrens besteht aus einem Hohlkorper (1) mit einer 
EinlaSoffnung (7) und einer AuslaSoffnung (8). wobei im 
Hohlkorper (1) zwischen zwei Fixiereinrichtungen (5 und 6) 
ein pulverfdrmiges erstes Material auf Silicagelbasis (10) 
angeordnet ist und ein zweites Material (11) zwischen dem 
ersten Material (10) und der AuslaBdffnung (8) angeordnet 
ist. wobei die ersten und zweiten Materialien (10. 11) 
unterschiedliche Adsorpttonscharakteristika fur Nukleinsau- 
ren aufweisen. 
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ionenaustauscher kdnnen porose Tragermaterialien mil 
einer zur Wechselwirkung geeigneten inneren Oberfla- 
che hoher Kapazttat oder nicht porose Tragermateria- 
lien sein, die nur auf der auBeren Oberflache eine Wech- 
selwirkung mit dem zu trennenden Gemisch eingeht. 
Ganz besonders bevorzugt handelt es sich bei dem An- 
ionenaustauscher urn ein Material auf Basis von Silica- 
gel, das eine PartikelgroBe von 1 bis 250 u.m. vorzugs- 
weise 10 bis 50 u.m und ganz besonders bevorzugt 15 bis 
25 u.m und einen Porendurchmesser von 1 bis 2500 nm, 
bevorzugt 10 bis 500 nm, besonders bevorzugt 200 bis 
400 nm, aufweist. Als Anionenaustauschermaterial hat 
sich insbesondere ein Material mit hoher Oberflachenla- 
dung und hoher Bindungskapazitat fur Nukleinsauren 
erwiesen. Die Modifizierung des Silicagels erfolgt vor- 
zugsweise durch Silanisierung des Tragermaterials, wie 
beispielsweise in der EP-A 83 901 065, DE-A-39 35 098 
und US-A-50 57 426 offenbart. In der EP-A 83 901 065 
wird zum Beispiel gamma-Glycidyloxypropyitrimethox- 
ysilan und N.N-Dimethylaminoethanol zur Modifizie- 
rung des Tragermaterials verwendet. 

Die Adsorption der Nukleinsauren erfolgt unter Be- 
dingungen, wie sie typischerweise bei niedrigen Salz- 
konzentrationen vorliegen. Vorzugsweise sind dies 
niedrigere Salzkonzentrationen als solche mit der die 
Nukleinsauren von der Saule eluiert werden konnen. Je 
nach verwendeten lonenaustauschermaterialien und 
pH-Werten kann die Salzkonzentration dabei 0,25 bis 
1,5 M betragen. 

Nach der Adsorption der Nukleinsauren an dem An- 
ionenaustauschermaterial kann sich mindestens ein 
Waschschritt mit Puffer geringer Ionenstarke anschlie- 
Ben. 

Vorzugsweise befindet sich das lonenaustauscherma- 
teriai dabei in einem uberwiegend zylindrischen HohJ- 
korper einer Saule. Die Saule wird dann mit einer Salz- 
losung gewaschen, deren Ionenstarke so hoch wie mog- 
lich ist, ohne daB die erwunschte Nukleinsaure eluiert 
wird. Damit werden niedermolekulare und schwach ge- 
ladene Verunreinigungen und Proteine ausgewaschen. 

Danach wird die Nukleinsaure mit einem Puffer ho- 
her Ionenstarke von dem Anionenaustauschermaterial 
desorbiert, um dann unmittelbar im Elutionspuffer ho- 
her Ionenstarke mit einem mineralischen Trager gebun- 
den zu werden. Nukleinsauren konnen in Gegenwart 
von chaotropen Salzen wie Natriumiodid, Natriumper- 
ehlorat an feingemahlenem Glas oder Silicagel gebun- 
den werden, wenn man die Nukleinsauren mit der feinen 
Glas- bzw. Silicagelsuspension versetzt und langere Zeit 
inkubiert, um eine Bindung der Nukleinsaure an das 
Silicagel zu ermoglichen (B. Vogelstein und D. Gillespie, 
1979, Proc. Nat. Aca. Sci USA. 76,615 — 19; Preparative 
and analytical purification of DNA from agarose; R. 
Yang, J. Lis und B. Wu, 1979, Elution of DNA from 
agarose after gel electrophoresis, Methods Enzymol. 65, 
176-182; M.A. Marko, R. Chipperfield und H.C Birn- 
boim, 1982. A procedure for the large scale isolation of 
highly purified plasmid DNA using alkaline extraction 
and binding to glass powder, Anal. Biochem, 121, 
382-387). 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zeigt uberraschen- 
derweise, daB Nukleinsaure auch beim Passieren von 
sehr dunnen Schichten von Glas oder Silicagel effizient 
adsorbieren, obwohl die Verweilzeit nur 1—30 Sekun- 
den betragt. Es zeigt sich auch. daB eine Bindung in 
hohen Natriumchlorid- und Lithiumchloridkonzentra- 
tionen erfolgt und chaotrope Saize nicht notwendig 
sind. Auch ist bisher eine (Combination aus Anionenaus- 



tauscher und Silicagel nicht beschrieben. wobei der An- 
ionenaustauscher die Reinigung der Nukleinsaure uber- 
nimmt und bei den Konzentrationen von 0,25 M — 1,5 M 
Salz zwar die Verunreinigungen, wie Metaboliten, Pro- 
5 teine und teilweise RNA, Polysaccharide entfernt wer- 
den, aber diese unter den gegebenen Bedingungen nicht 
an die nachgeschallete Silicagelschicht adsorbieren 
konnen, und die Silicagelschicht die Entsalzungs- und 
Konzentrationsaufgabe ubernimmt, wenn die Nuklein- 
10 saure im folgenden Schritt mit einer Salzkonzentration 
vom Anionenaustauscher eluiert wird. die hoch genug 
ist die Nukleinsaure an die Silicagelschicht adsorbieren 
kann. 

Als Puffersalze in den angegebenen Konzentrationen 
15 kommen fur den Adsorptionsschritt an den minerali- 
schen Trager folgende in Betracht: 



Salz 

20 NaCl: 
NaCI04: 
Gu-HCI: 
NaJ: 

25 



Konzentration 

3-5 M 

5-7 M 

5-7 M 

3-5 M 



Die Behandlung mit der Salzlosung kann einfach 
durch Auftropfen auf den Filter und Absaugen erfolgen. 
In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Silica- 
gelschicht mit einer Perchloratlosung, pH 6.5 bis 8,5, 
30 insbesondere pH 7 bis 8, behandelt. Dies erfolgt zweck- 
maBig durch Pipettieren und Durchsaugen. Besonders 
bevorzugt wird hierzu eine Losung, die 4 bis 8 M/l Na- 
C104, 5 bis 20 mM/1 Tris-HCl. pH 7 bis 8 und 0,5 bis 2 
mM/l EDTA enthalt, verwendet. Nach dem Entfernen 
35 der chaotropen Losungen, insbesondere der Natrium- 
perchloratlosung, wird vorzugsweise mit waBrigem Et- 
hanol nachgewaschen. zum Beispiel mit 50 bis 90%igem 
Ethanol. 

Nach dem Trocknen der Filter erfolgt dann die Eiu- 
40 t'on in iiblicher Weise mit einer verdiinnten waBrigen 
Salzlosung, wie z. B. in Anal. Biochem. 101. 339 — 341 
(1980) beschrieben. Ein bevorzugtes Elutionsmittel ist 
0.5 bis 2 mM/1 Tris-HCl. pH 7 bis 8. enthaltend 0.05 bis 
0,2 mM/1 EDTA, im folgenden als TE bezeichnet. Beson- 
45 ders bevorzugt wird ein pH-Wert von 7.5 bis 8,5. Ein 
anderes geeignetes Elutionsmittel sind verdunnte De- 
tergenslosungen, wie zum Beispiel 0,1 °/o SDS, die jedoch 
weniger bevorzugt werden. 

Es hat sich gezeigt, daB auBer Silicagel auch andere 
50 mineralische Trager zur Adsorption der Nukleinsaure 
geeignet sind. In einer bevorzugten Form wird jedoch 
Silicagel der PartikelgrdBe 1 bis 250 nm, bevorzugt 5 bis 
50 u.m, insbesondere 15—25 u.m, eingesetzt. Die Entsal- 
zungsschicht kann als eine lose geschuttete Schicht, die 
55 zwischen zwei PE-Fritten eingeschlossen ist, in der Ex- 
traktionssaule eingesetzt werden. Eine andere Ausfuh- 
rungsform beinhaltet die Anwendung der mineralischen 
Trager in Membranform nach EP 03 23 055 (07.12.1988, 
3M ? Composition Chromatographic Article). 
60 Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren kdnnen Nu- 
kleinsauren verschiedenster Provenienz getrennt und 
prapariert werden. Dabei ist es gleichgultig, ob die Nu- 
kleinsauren aus Bakteriea Zellkulturen, Blut, Gewebe, 
Urin, Viren oder aus Amplifikationsreaktionen, wie 
65 PCR (Polymerase Chain Reaction), SSSR (Self-Sustai- 
ned-Sequence Replication), Ugase-Chain-Reaction und 
ahnlichen Reaktionen stammen, oder ob es sich um mar- 
kierte Nukleinsauren, wie in Biotin markierte, fluores- 
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auch 12mal aneinandergesetzt hergcstellt werden, wo- 
bei 96 Proben prozessierbar werden. Der groOe Vorteil 
ist dann gegeben, wenn das international standardisierte 
Mikrotiter-Format verwendet wird. 

Die Fig. 7 beschreibt eine Vorrichtung, die in einem 5 
zylindrischen Hohlkorper 1 mit EinlaOoffnung 7 und 
AuslaOoffnung 8 ein Anionenaustauschermaterial 10 
zwischen zwei Einrichtungen 6 und 5 fixiert enthait. 
Darauf ist aufgesteckt ein weiterer zylindrischer Hohl- 
korper in dessen Lumen verschiedene Filterschichten 10 
angeordnet sind. Die Filterschichten 20. 21, 22 konnen 
aus gesintertem Polyethylen, Polypropyien, PTFE, Glas, 
Silicagel, Aluminiumoxid oder geschutteten Diatomen- 
erde, z. B. Ceilit oder Silicagel bestehen. Aber auch ver- 
webtes, verklebtes Vlies in Form von Polypropyien, Po- 15 
lyestcr, Glasfasern und Silica kommen in Betracht. Die 
Porositat der einzelnen Schichten betragt vorzugsweise 
15 jxm bis 500 \im in einer Dicke von 0,1 mm bis 10 mm. 
Die PorengroOe der Filterschicht wird, in FlieOrichtung 
gesehen, von Schicht zu Schicht geringer. In einer typi- 20 
schen Ausfuhrungsform betragt die GroOe der Poren in 
der Schicht 20 etwa 100 bis 300 u,m. in der Schicht 21 30 
bis 1 00 urn und in der dritten Filterschicht 5 bis 30 u,m. 

Die Fig. 8 zeigt eine weitere bevorzugte Ausfuh- 
rungsform der Vorrichtung nach Fig. 7, wobei als. in 25 
FlieOrichtung gesehen, oberste Filterschicht 23 eine hy- 
drophobe Schicht eingesetzt wird. Die hydrophobe 
Trennschicht 23 verhindert die unerwiinschte Penetra- 
tion des rohen Zell-Lysats in die Filterschicht vor Be- 
ginn der eigentlichen Filtration. Die hydrophobe Trenn- 30 
schicht 23 besteht vorzugsweise aus versponnenem 
oder gesintertem Polypropyien, Polyethylen, Polyester 
oder Po!ytetrafluoroetylen(PTFE)-Fasern, in einer Po- 
rositat von 10 jim bis 500 jam und vorzugsweise eine 
Dicke von 0,1 bis 5 mm. 35 

Die Fig. 9 beschreibt eine Filtrationsvorrichtung, die 
ahnlich aufgebaut ist, wie die in den Fig. 7 und 8 be- 
schriebenen, mit dem Unterschied, daO verschiedene 
Filterschichten mit abnehmender PorengroOe in einer 
einzigen Filterschicht 12 mit kontinuierlich abnehmen- 40 
der PorengroOe verbunden sind Die asymmetrische Fil- 
terschicht 12 ist vorzugsweise mit einer hydrophoben 
Filterschicht 23 am oberen Ende, in FlieOrichtung gese- 
hen, versehen. Die asymmetrische Filterschicht 12 be- 
steht vorzugsweise aus versponnenem Polypropyien 45 
oder Polyesterfasern; kommerziell erhaltlich sind Profi- 
le, beispielsweise von Pall Filtertechnik, Dreieich, 
Frankfurt, mit Porositatsabstufungen von 500 bis 50 urn, 
100 bis 10 ^m, 50 bis 5 ^m sowie 10 bis 0,1 u.m. Die Dicke 
der asymmetrischen Filterschicht sollte vorzugsweise 50 
1 mm bis 10 mm betragen. 

Die Fig. 10 beschreibt Filtrationseinrichtungen zur 
Abtrennung von Nukleinsauren im erfindungsgemaOen 
Sinne wobei auf die Filterkonfigurationen der Fig. 9 zu- 
rUckgegriffen wird und wobei eine asymmetrische Fil- 55 
terschicht mit einer hydrophoben Filterschicht 23 verse- 
hen ist. Im Hohlkorper 1 befindet sich anstelle des Anio- 
nenaustauschers 10 ein mineralischer Trager 11, der in 
der Lage ist, Nukleinsauren in hochkonzentrierten Salz- 
losungen zu adsorbieren. 60 

Die Fig. 1 1 beschreibt eine (Configuration in einer 
Verbindung der Fig. 9 und 10. Dabei wird der Vorrich- 
tung, die in Fig. 2 beschrieben wird, lediglich ein Filter- 
aufsatz bestehend aus einem asymmetrischen Filter 12 
und einer hydrophoben Filterschicht 23 zugeordnet et- 65 
wa durch Einstecken einer entsprechend ausgebildeten 
Kartusche. 

Samtliche Einzelvorrichtungen, die in den Fig. 1 bis 5 
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und 7 bis 1 1 naher* beschrieben worden sind, lassen sich 
in einem Mikrotiterstreifen bestehend aus 8 aneinander- 
gesetzten Einzelvorrichtungen anordnen. Beispielhaft 
ist dies noch einmal in den Fig. 1 2 bis 14 dargestellt. 

Die Fig. 12 zeigt eine Filtrationsvorrichtung mit An- 
ionenaustauscher wobei ein Mikrotiterstrip oder eine 
Mikrotiterplatte mit 8 bzw. 8x12 Vertiefungen. In der 
Vorrichtung gemaO Abb. 12 befindet sich eine asymme- 
trische Filtrationseinrichtung in einer aufsteckbaren 
Kartusche auf dem zylindrischen Hohlkorper 1, der eine 
Anionenaustauscherschicht zwischen den Einrichtun- 
gen 5, 6 Fixiert enthait. 

Die Fig. 1 3 betrifft eine Filtrationsvorrichtung. die an- 
stelle des Anionenaustauscherrnaterials ein minerali- 
sches Tragermaterial besitzt, welches in der Lage ist, 
Nukleinsauren in hohen Salzkonzentrationen zu adsor- 
bieren. Vorzugsweise befindet sich eine Silicagelschichi 
1 1 angeordnet zwischen zwei Einrichtungen 5 und 6. 

Die Fig. 14 zeigt eine Kombination der Anordnung 
gemaO Fig. 2 sowie einer asymmetrischen Filterschicht 
mit hydrophober Filterschicht, die uber dem Hohlkor- 
per 1, in FlieOrichtung der Probe gesehen, angeordnet 
ist. 

Die erfindungsgemaQe Vorrichtung, insbesondere die 
in Fig. 3 oder 4 naher erlauterte Vorrichtungen, sind 
besonders vorteilhaft, das die Elution der Nukleinsaure 
aus dem zweiten Material 1 1 mit nur sehr geringen Flus- 
sigkeitsmengen gewahrleistet. 

Der DurchfluB der Probe durch die erfindungsgema- 
Oe Vorrichtung wird grundsatzlich durch die Schwer- 
kraft bewirkt. jedoch kann zur Beschleunigung der Rei- 
nigung und Trennung der Nukleinsauren ein Oberdruck 
an der Offnung 7 bzw. ein Unterdruck an der Offnung 8 
bzw. 18 angelegt werden, Eine weitere bevorzugte Aus- 
fuhrungsform der erfindungsgemaOen Vorrichtung ver- 
wendet als asymmetrische Filter solche aus gesintertem 
Glas mit abnehmender PorengroOe oder ubereinander- 
geschichtete Kunststoffmembranen mit abnehmender 
PorengroOe in FlieOrichtung der Probe durch den Hohl- 
korper. 

Nukleinsauren aus Zellen und anderen Quellen kon- 
nen ohne Zentrifugation. Phenol/Chloroform- Extrak- 
tion und ohne Alkoholfallung erhalten werden, wobei 
die Nukleinsaure am Ende des Verfahrens in konzen- 
trierter Form in Wasser oder Puffer niedriger Salzkon- 
zentration vorliegt und somit direkt fur anschlieBende 
enzymatische Reaktionen einsetzbar ist. Ein weiterer 
Vorteil besteht darin, daO der Einsatz von teuren Labor- 
einrichtungen vermieden werden kann. Die Elution 
kann beispielsweise durch Schwerkraft bewirkt werden 
und muO nicht mittels sogenannter HPLC-Gerate 
durchgefiihrt werden. 

Die Herstellung einer Silicagel-Anionenaustauscher/ 
Silicagel-Extraktions-Saule erfolgt vorzugsweise da- 
durch, daO ein Polypropylen-GefaO passend in ein han- 
delsiibliches 1,5 ml ZentrifugengefaO, unten mit einer 
50 urn Polyethylen-Fritte (porose Filterschicht aus Poly- 
ethylen, 1,5 mm dick) verschlossen wird und mit 50 mg 
Silicagel (Lichrosphere Si 100, 16— 24 um; Merck, 
Darmstadt. FRG) uberschichtet Diese Siiicagelschicht 
wird mit einer zweiten porosen Polyethylen-Fritte ver- 
schlossen und die zweite Fritte mit 100 mg Silicagel-An- 
ionenaustauscher (Qiagen, Fa, Diagen, Dusseldorf, 
FRG), PartikelgrdOe 16 bis 23 u,m uberschichtet und ab- 
schlieOend mit einer dritten porosen Polyethylen-Fritte 
verschlossen. 

Die Herstellung einer Agarose-Anionaustauscher/Si- 
Hcagel-Extraktions-Saule erfolgt vorzugsweise dadurch, 
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1 1 

saule wird zweimal mit 1 ml PBS-Puffer nachgewa- 
schen. Die eingefangenen Leukozyten werden mit 10% 
Tween 10, 15 Minuten bei Raumtemperatur lysiert. Die 
Zellbruchstucke und Proteine werden mit zweimal 1 ml 
1 M Guanidin-HCl, pH 7,0 ausgewaschen und die DNA 
mit 7M NaCI04, 50 mM Na-Acetat, pH 7,0 von der 
Saule eluiert. 
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Beispiel 5 

Preparation, Entsalzung und Konzentration von DNA 
im Mikrotiterformat 

96 x 1 ml Kulturen von Plasmid pBluescript in XL 1 
Blue Exoli Zellen, werden im 2 x YT Medium 18Stun- 
den bei 37°C in einer Mikrotiterplatte mit 1,5 ml Vertie- 
fungen (Fa. Beckmann, Munchen) kultiviert. Die Zellen 
werden in einer Mikrotiterzentrifuge fur 10 Minuten bei 
2500 g pelletiert. Mit einer 8-Kanai Multichanel-Pipette 
(Fa. Matrix Technologies, Lowell, MA, USA) werden je 
0,25 ml 50 mM Tris-HCl. 10 mM EDTA, I00ug/ml 
RNAgIA in die Mikrotiterplattenvertiefungen pipettiert 
und die Zellen 5 Minuten auf einen Vibrations-Schuttler 
resuspendiert. 

Die Zellen werden durch die Zugabe von je 0,25 ml 
0,2 M NaOH, 1% SDS 5 Minuten bei Raumtemperatur 
unter leichtem Schutteln lysiert AnschlieBend werden 
je 0,25 ml 3 M K-Acetat, 2 M Essigsaure, pH 5,5—6,0 
Neutralisationspuffer zugegeben, die einzelnen Napfe 
mit einer Kappe verschlossen und gemischt. Nach einer 
Inkubation von 10 Minuten auf Eis wird die Probe 
30 Minuten bei 3000 g zentrifugiert, urn die Zellbruch- 
stucke und das prazipiterte SDS zu pelletieren. Der 
Oberstand wird mit einer 8-Kanal-MuItichanel-Pipette 
vorsichtig abgehoben und in die 96er Mikrotiterplatte 
mit einer DEAE-Silicagelmembrane und Silicagelmem- 
brane pipettiert. Nach der Uberfuhrung aller 96 Proben 
werden die Proben durch Anlegen eines Vakuums an 
eine Filtrierapparatur durch die Mikrotiterplatte ge- 
saugt. Die DNA wird dabei an die Anionenaustauscher- 
Schicht adsorbiert, wohingegen unter diesen speziellen 
Bedingungen Proteine, RNA :.nd Metabolite nicht ad- 
sorbiert werden. 

Die Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 1 M NaCl, 15% 
Ethanol, 50 mM MOPS. pH 7,0 und mit 15% Ethanoi, 10 
mM Na-Acetat pH 7,0, 0,8 ml I M NaCIO* gewaschen. 
urn RNA und Proteine zu entfernen. Die DNA wird mit 
7 M NaCIC>4, 15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat, pH 7.0 
eluiert und dabei direkt an die Silicagel-Schicht gebun- 
den. Die Extraktionssauie wird mit 0,0 ml 70% Ethanol, 
100 mM NaCl, 10 mM Na-Acetat pH 7.0 und mit 0,8 ml 
90% Ethanol/Wasser gewaschen. AnschlieBend wird die 
von Salz befreite DNA in konzentrierter Form mit je 
50 ul i mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 8,0 von der 
Silicagel-Schicht in eine weitere Mikrotiterplatte elu- 
iert. 

Die Herstellung der Zell-Lysate mit Hilfe der Zentri- 
fugation ist ein langwieriges und aufwendiges Verfah- 
ren. Die Limitierung ist vor allem dann gegeben, wenn 
viele Proen routinemaBig prapariert werden mussen. 
Die Zentrifugation hat den Nachteil, daB sie sich nicht 
automatisieren laflt. 

Ein weiterer Gegenstand (und Verfahren) der Erfin- 
dung ist eine Vorrichtung und ein Verfahren zur auto- 
matischen Durchfiihrung des Verfahrens ohne Zentrifu- 
gation in Form einer Filtrationseinheit, die der eigentli- 
chen Reinigungder Nukleinsaure vorgeschaltet ist. 

Dabei wird die Probe nach bekannter Weise mit Pro- 
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teinasen, Detergentien und/oder Temperatur oder Al- 
kali lysiert. Dieses rohe Lysat wird direkt auf den Filtra- 
tionsaufsatz dekantiert, Oberfuhrt oder pipettiert. Die 
Filterschicht des Filtrationsaufsatzes ist so aufgebaut, 
dafl ein Verstopfen der Filter durch die Zelltrummer, 
ausgefallene Proteine oder Detergentien vermieden 
wird. Das Zell-Lysat wird durch die Filterschicht mit 
einem Stempel oder Oberdruck durchgedriickt oder un- 
ter Anlegen eines Vakuums durchgesaugt. Dabei wer- 
den alle ungelosten Bestandteile zuriickgehalten und 
das klare Lysat tropft direkt auf die Adsorptionsschicht. 
Durch die Wahl der geeigneten Adsorptionsbedingun- 
gen wird die Nukleinsaure an der Adsorptionsschicht 
adsorbiert. Die Filtrationseinheit mit dem Filterkuchen 
wird von der Adsorptionseinheit abgetrennt und/oder 
verworfen und fiir die Analyse des Filterkuchens aufge- 
hoben. Die Adsorptionseinheit wird mit geeigneten L6- 
sungsmitteln oder Puffern nachgewaschen, um uner- 
wunschte Bestandteile zu entfernen und die erwiinschte 
Probe wird zum SchluB mit einem geeigneten Elutions- 
mittel eluiert. 

Beispielsweise laflt sich nach dem erfindungsgemaBen 
Verfahren Plasmid DNA ohne eine Klar-Zentrifugation 
in einer KQhlzentrifuge praparieren. 96 x 1 ml Kulturen 
von Plasmid pBluescript in XL1 Blue E.coli Zellen, wer- 
den im 2xYT Medium 18Stunden bei 37°C in einer 
Mikrotiterplatte mit 1,5 ml Vertiefungen (Fa. Beck- 
mann, Munchen) kultiviert. Die Zellen werden in einer 
Mikrotiterzentrifuge fur 10 Minuten bei 2500 g pelle- 
tiert. 

Mit einer 8-Kanal Multichanel-Pipette (Fa. Matrix 
Technologies, Lowell, MA, USA) werden je 0,25 ml 50 
mM Tris-HCl 10 mM EDTA 100 u.g/ml RNAgIA in die 
Mikrotitervertiefungen pipettiert und die Zellen 5 Mi- 
nuten auf einem Vibrations-Schuttler resuspendiert. Die 
resuspendierten Zellen werden in das Probenreservoir 
des Filtrationsaufsatzes uberfiihrt und mit 0,25 ml 0,2 M 
NaOH/1 % SDS versetzt Die Probe wird 5 Minuten auf 
einen Vibrationsschuttler geschuttet oder mit einem 
Stopfen oder einer Klebefolie verschlossen und ge- 
mischt, oder durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren 
gemischt. 

Nach 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur zur 
Lyse wird zur Neutralisation der NaOH und Prazipita- 
tion des SDS 0,25 ml 3M K-Acetat, 2 M Essigsaure zu- 
gegeben und nach einem der oben beschriebenen Ver- 
fahren gemischt. Dieses rohe Zell-Lysat wird nun statt 
einer Zentrifugation auf einer Vakuumkammer bei 
10 mbar — 800 mbar Vakuum durch die Filtrations- 
schicht gesaugt. Eine asymmetrische oder eine stufen- 
weise Porositat im Bereich 200 |im bis 5 u.m aufweisen- 
de Filterschicht mit einer Dicke von 2— 10 mm halt die 
Zellbruchstucke und anderen ungelosten bzw. prazipi- 
tierten Bestandteile zuriick ohne zu verstopfen. Das 
Plasmid DNA enthaltende, klare Zell-Lysat tropft durch 
die Filterschicht auf die Adsorptionsschicht (Anionen- 
austauscher oder Silicagel) und die DNA wird adsor- 
biert, wogegen Proteine, RNA und andere zellulare Me- 
tabolite unter den gegebenen Salzbedingungen nicht 
binden. Die Filtration ist nach ca. 10 bis 60 Sekunden 
beendet. Der Filteraufsatz wird abgenommen und zu- 
sammen mit dem Filterkuchen verworfen. 

Die gebundene DNA wird mit 1 mM M NaCl, 15% 
Ethanol, 50 mM Tris-HCl pH 7,0 und 2 mal mit 1 ml 1,5 
M NaC104. 10 mM Na-Acetat, pH 6,5 gewaschen und 
mit 7 M NaClCU. 15% Ethanol, 50 mM Tris-HCl, pH 7,0 
von Anionenaustauscher eluiert und nach Passieren der 
Trennschicht aus einem Nylonnetz oder PP-Vlies unter 
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in die Vorrichtung nach Fig. 14 ubcrfuhrt. Zur Zell-Lyse 
werden 0.25 ml 0,2 M NaOH, 1% SDS zur Zellsuspen- 
sion in die Filtrationsvorrichtung gegeben t die Vorrich- 
tung mit einem Stopfen odereiner Klebefolie verschlos- 
sen, vorsichtiggemischt und 5 Minuten bei Raumtempe- 
ratur stehen gelassea Danach wird 0,25 ml 3 M K-Ace- 
tat, 2 M Essigsaure zur Neutralisation zugegeben, ge- 
mischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die ganze Vor- 
richtung wird auf eine Vakuum-fCammer aufgesetzt und 
das Zell-Lysat mit 20 mbar — 800 m bar durch die Vor- 
richtung gesaugt. Alternativ kann die Probe mit Uber- 
druck durch die Filtrationsschichten gedruckt werden. 
Nach der Filtration wird die Filtrationsvorrichtung ab- 
genommen und der Filterkuchen mit den Zellbruchstuk- 
ken, den danaturierten Proteinen und dem ausgefalle- 
nen SDS verworfen. Die Extraktionssaule wird mit 
0.8 ml 1 M NaCI. 15% Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0 
und mit 0,8 ml 1 M NaClCU. 15% Ethanol, 10 mM Na- 
Acetat pH 7,0 gewaschen, urn RNA und Proteine zu 



MEDTA, pH 8.0, 100 ng/ml RNAse A resuspendiert und 
in die Vorrichtung mit einem Stopfen oder einer Klebe- 
folie verschiossen, vorsichtig gemischt und 5 Minuten 
bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wird 
0.25 ml 3 M K-Acetat 2 M Essigsaure zur Neutralisation 
zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. 
Die ganze Vorrichtung wird auf eine Vakuum-Kammer 
aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 20 mbar— 800 mbar 
durch die Vorrichtung gesaugt. Alternativ kann die Pro- 
be mit Oberdruck durch die Filtrationsschichten ge- 
druckt werden. Nach der Filtration wird die Filtrations- 
vorrichtung abgenommen und der Filterkuchen mit den 
Zellbruchstucken, den denaturierten Proteinen und dem 
ausgefallenen SDS verworfen. Die Extraktionssaule 
15 wird 0,8 ml 1 M NaCI 15% Ethanol, 50 mM MOPS, pH 
7,0 und mit 0.8 ml 1 M NaCKX 15% Ethanol. 10 mM 
Na-Acetat pH 7,0 gewaschen, urn RNA und Proteine zu 
entfernen. Die DNA wird mit 7 M NaClO*. 15% Etha- 
nol, 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 von der Anionenaustau- 
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entfernen. Die DNA wird mit 7 M NACI04. 15% Etna- 2 0 scher-Schicht tO eluiert und 'dabei direkt an die Silica- 



no!. 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 von der Anionenaustau- 
scher-Schicht 10 eluiert und dabei direkt an die Silica- 
gel-Schicht 1 1 gebunden. Die Extraktionssaule wird mit 
0.8 ml 70% Ethanol, 100 mM NaCI, 10 mM Na-Acetat 
pH 7.0 und mit 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen. 
Die in der Extraktionsschicht vorhandenen Ethanol- 
hbO-Reste werden durch ein Durchsaugen von Raum- 
luft durch ein Vakuum fur 1—2 Minuten verfltichtigt. 
AnschlieBend werden die 8 Proben mit je 50 u.1 1 mM 
Tris-HCI, 0,1 mM EDTA. pH 8,0 eluiert. 

Beispiel 10 

Preparation von 8 x 1 ml M13 DNA mit einer 
Vorrichtung nach Fig. 13 



gel-Schicht 11 gebunden. Die Extraktionssaule wird mit 
0,8 ml 70% Ethanol. 100 mM NaCI, 10 mM Na-Acetat 
pH 7,0 und mit 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen. 
Die in der Extraktionsschicht vorhandenen Ethanol- 
25 H 2 0-Reste werden durch ein Durchsaugen von Raum- 
luft durch ein Vakuum fur 1-2 Minuten verfiuchtigt. 
AnschlieBend werden die 96 Proben mit je 50 u.1 1 mM 
Tris-HCI, 0,1 mM EDTA pH 8,0 eluiert und in neuen 
13 ml Rohrchen aufgefangen. Die eluierte DNA kann 
30 direkt in einer enzymatischen Reaktion, wie zum Bei- 
spiel Restriktionsspaitung, Markierung, Sequenzierung 
oder Amplifikation etngesetzt werden. 
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8x1 ml M13 Phagensuspension werden mit 0,5ml 
30% PEG 6000, 1,5 M NaCI versetzt und 10 Minuten auf 
Eis inkubiert. Die Proben werden auf eine Vorrichtung 
nach Abb. 13 uberfuhrt und das Phagenlysat wird auf 40 
einer Vakuumkammer direkt durch eine Vorrichtung 
nach Fig. 13 gesaugt und filtriert Das Phagenpellet wird 
durch das Durchsaugen von 7M Guanidin-HCI, pH 7.0 
lysiert und die DNA gleichzeitig an die Silicagelschicht 
ll'adsorbiert. Die Extraktionssaule wird 2 mal mit 1 ml 45 
7 M Guanidin-HCI. 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 gewa- 
schen.um Proteine zu entfernen. Die Extraktionssaule 
wird mit 0.0 ml 70% Ethanol, 100 mM NaCI, 10 mM 
Na-Acetat pH 7,0 und mit 0,8 ml 70% Ethanol, 100 mM 
NaCI, 100 mM Na-Acetat pH 7,0 und mit 0,8 ml 90% 50 
Ethanol/Wasser gewaschen und fur 1—2 Minuten Luft 
durchgesaugt. Zum SchluB wird die DNA mit 50 uJ 10 
mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0 eluiert und in neuen 
1,5 ml Rohrchen aufgefangen. 

Die eluierte DNA kann direkt in einer enzymatischen 55 
Reaktion wie zum Beispiel Restriktionsspaitung, Mar- 
kierung, Sequenzierung oder Amplifikation eingesetzt 
werden. 
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Beispiel 1 1 

Preparation von 8x12 Plasmid DNA mit einer 
Vorrichtung nach Fig. 14 

96 mal 1,5 mi XL Blue Ecoli Kulturen mit pUC 18 6 5 
Plasmid DNA in LB-Medium werden 5 Minuten bei 
2.500 g zentrifugiert. urn die Zellen zu pelletieren. Die 
Zell-Petiets werden in 0.25 ml 50 ml Tris-HCI. 10 m 



Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nu- 
kleinsauren aus Zellen oder anderen Quellen, wo- 
bei 

a) die Nukleinsauren enthaltenden Zellen auf- 
geschlossen und die Zelltrummer entfernt wer- 
den oder sonstige nukleinsaurehaltige Proben 
mit Anionenaustauschern behandelt werden, 
und zwar in Pufferlosungen mit geringer lo- 
nenstarke, 

b) danach die Nukleinsauren mit einem Puffer 
hoher lonenstarke von dem Anionenaustau- 
scher desorbiert werden, urn danach 

c) im Puffer hoher lonenstarke mi; .mem mi- 
neralischen Tragermaterial behandelt zu wer- 
den unter Adsorption der Nukleinsaure an die 
Oberflache der mineralischen Tragerstoffe, 
woraufhin 

d) eine Desorption der Nukleinsaure mit Was- 
ser oder einer Pufferlosung mit geringer lo- 
nenstarke erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch I, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Verfahrensschritte b) und c) un- 
mittelbar aufeinanderfolgend durchgefiihrt wer- 
den. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, wobei 
Zentrifugations- oder Filtrationsschritte dem 
Schritt a) vorgeschaltet werden, um nicht geloste 
Bestandteile mechanisch abzutrennen. 

4. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 
1 bis 3, wobei zwischen den Schritten a) und b) ein 
oder mehrere Waschschritte mit Pufferlosungen 
mit geringer oder pro Waschschrilt steigender lo- 
nenstarke erfolgen. 
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33. Verwendung der gemafl cincm der Verfahren 1 
bis 15 gewonnen Nukleinsauren in einer der folgen- 
den enzymatischen Reaktionen, wie Restriktions- 
abdauung, Sequenzierung, Amplifikation, Markie- 
rung. . 5 

34. Verfahren zur Isolierung und Reinigung von 
Nukleinsauren aus Zellen oder anderen Quellen, 
wobei 

a) die Zelltrummer oder sonstige Partikel 
durch eine Filterschicht mit, in FlieQrichtung io 
der Probe gesehen. abnehmender PorengroBe 
entfernt werden, 

b) wobei dann das Effluat mit einem Anionen- 
austauscher in Pufferlosungen mit geringer Io- 
nenstarke behandelt wird. 15 

35. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens 
nach Anspruch 34, wobei mindestens eine Filter- 
schicht (12, 20, 21 oder 22) im Lumen eines im we- 
sentlichen zylindrischen Hohlkorpers (1) vor einer 
zwischen zwei Einrichtungen (5, 6) fixierten Schicht 20 

(10) mit Anionenaustauschereigenschaften. aus der 
Richtung der EinlaBoffnung (7) her gesehen, ange- 
ordnet ist. 

36. Verfahren zur Isolierung und Reinigung von 
Nukleinsauren aus Zellen oder anderen Quellen, 25 
wobei 

a) die Zelltrummer oder sonstige Partikel 
durch eine Filterschicht mit, in FlieQrichtung 
der Proben gesehenen, abnehmenden Filter- 
porengroBen entfernt werden, 30 

wobei 

b) das Effluat danach mit einem mineraJischen 
Trager in Pufferlosungen hoher Ionenstarke 
behandelt wird. 

37. Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens 35 
nach Anspruch 36, wobei mindestens eine Filter- 
schicht (12, 20, 21 oder 22) im Lumen eines im we- 
sentlichen zylindrischen Hohlkorpers (1) vor einer 
zwischen zwei Einrichtungen (5, 6) fixierten Schicht 

(11) , die Nukleinsauren bei hoher Ionenstarke der 40 
entsprechenden Losung zu binden vermag, aus der 
Richtung der EinlaBoffnung (7) her gesehen, ange- 
ordnet ist. 
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